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Beschreibung 

Die vorliegende Erfindung betrifft ein Verfahren zur quantitativen Bestimmung von Gerinnungsfaktor 
XII (Hageman-Faktor) in Humanplasma durch Aktivierung des im Plasma enthaltenen Faktors XII 
(Proenzym) zu Faktor Xlla (Enzym) und direkte Umsetzung des letzteren mit einem enzymatisch 
spaltbaren Substrat. 

5 Der Faktor XII 1st der erste Faktor, der in der endogenen Blutgerinnungskaskade aktiviert wird. Da 
dieser Faktor eine Schlusselrolle nicht nur im Gerinnungssystem, sondern auch im Kallikrein-Kinin- 
System und im fibrinolytischen System spielt, ist es wichtig, diesen Faktor im Blutplasma quantitativ 
bestimmen zu konnen. Die heute am meisten verwendete Bestimmungsmethode besteht darin, dass man 
eine Plasmaprobe mit Kaolin Inkubiert, urn den Hageman-Faktor maximal zu aktivleren, das Aktlvierungs- 

10 gemisch mit Hageman-Faktor-Mangelplasma inkubiert, nach einer bestimmten Zeit das Inkubationsge- 
mlsch durch Zugabe von Calciumionen recalzifizlert und die Gerinnungszelt des recalzifizierten 
Gemisches misst. Die Gerinnungszelt ist annahernd eine Funktion der Konzentration des Hageman- 
Faktors In der Testprobe (siehe z. B. Oscar D. Ratnoff in « Thrombosis and Bleeding Disorders », 1971, 
Georg Thieme Verlag, Stuttgart, Selten 215-218). Der Nachteil dieser Bestimmungsmethode besteht 

15 darin, dass man eine Grosse mlsst, die das Resultat einer langen Reaktionskaskade und daher von einer 
grossen Zahl von Reaktionsparametern abhangig ist. Erschwerend kommt dazu, dass man schwer 
zugangliches Hageman-Faktor-Mangelplasma zur Erstellung von Eichkurven bendtigt. 

In der USA-Patentschrift Nr. 4.275.153 wird vorgeschlagen, die Verblndung H-D-Phe-Pro-Arg-AIE 
(AIE = 5-Aminoisophthalsaure-dimethylester) als Substrat fur die Bestimmung von Faktor Xlla in Blut- 

20 plasma zu verwenden. Faktor Xlla spaltet aus dem Substrat enzymatisch eine fiuoreszierende Verbindung 
ab, deren Menge fluoreszenzphotospektrometrisch gemessen werden kann. Aus der ermittelten Menge 
kann die Im Blutplasma ursprunglich vorhandene Menge des Faktors Xlla bestimmt werden. Die mit 
dieser Methode erzielten Resultate sind jedoch unbrauchbar, da die Verbindung H-D-Phe-Pro-Arg-AIE 
nicht nur durch Faktor Xlla, sondern auch durch das ebenfalls im Blutplasma enthaltene Kallikrein 

25 gespalten wird, und zwar etwa funfmal starker als durch Faktor Xlla. 

Es wurde nun gefunden, dass man die enzymatische Aktivitat des aus Faktor XII geblldeten Faktors 
Xlla in Blutplasma direkt und quantitativ messen kann, indem man gewisse chromogene Tripeptidderiva- 
te als spaltbare Substrate verwendet. 

Das Verfahren gemass der Erfindung ist dadurch gekennzeichnet, dass man das Plasma mit einem 

30 Aktivator behandelt, urn den im Plasma enthaltenen Faktor XII in Faktor Xlla umzuwandeln, den letzteren 
mit einem Tripeptldderivat der folgenden allgemeinen Formel : 

H-D-NH-CH-CO-Gly-L-Arg-R 1 



in welcher R 1 eine enzymatisch abspaltbare chromogene Oder fluorogene substituierte Aminogruppe 

und R 2 einen geradkettigen oder verzweigten Alkylrest mit 1 bis 4 Kohlenstoffatomen oder einen Benzyl-, 

p-Hydroxybenzyl- t Cyclohexylmethyl- oder 4-Hydroxycyclohexylmethyl-Rest darstellen, oder einem Salz 
-W davon mit einer organischen Saure oder Mineralsfiure zur Reaktion bringt und die Menge des durch 

Faktor Xlla enzymatisch aus dem Tripeptidderivat freigesetzten farbigen oder fluoreszierenden Spartpro- 

duktes R 1 H photometrlsch, spektrophotometrisch oder fluoreszenzspektrophotometrisch misst. 

Als Aktivator kann man beispielswelse ein Kephalin und Ellagsaure enthaltendes Praparat oder 

Kaolin verwenden. Die Aktivierung des Faktors XII wird zweckmassigerweise bel etwa 0 °C durchgefuhrt. 
45 Die Umsetzung des Faktors Xlla mit dem Tripeptidderivat wird vorzugswelse in Gegenwart von 

Sojabohnentrypsininhibitor in einem Puffersystem be! einem pH von 7,4 bis 8,0, vorzugsweise 7,7, und bei 

einer lonenstarke von 0,025 bis 0,2, vorzugsweise 0,05, durchgefuhrt. 

Die Salze der Trlpeptidderivate konnen Salze mit Mineralsauren, z. B. HCI, HBr, H£0 4 oder H 3 P04, 

oder einer organischen Saure, z. B. Ameisen-, Esslg-, Propion-, Milch-, Zitronen-, Oxal-, Weirv, Benzoe-, 
so Phthal-, Trichloressig- oder Trifluoresslgsaure, sein. 

Die gemass der Erfindung verwendeten Tripeptidderivate konnen nach an sich bekannten Methoden 

hergestellt werden. 

Unter die obige allgemeine Formel fallen beispielswelse die folgenden elnzelnen Tripeptidderivate : 
2AcOH • H-D-Ala-G ly-Arg-pN A, 2AcOH • H-D-But-G ly-Arg-pN A, 2AcOH • H-D-Val-G ly-Arg-pNA, 2A- 
55 cOH • H-D-Nval-Gly-Arg-pNA, 2AcOH • H-D-Leu-G ly-Arg-pNA, 2AcOH • H-D-Nleu-Gly-Arg-pNA, 2A- 
cOH ■ H-D-lle-Gly-Arg-pNA, 2AcOH • H-D-Phe-G ly-Arg-pNA, 2AcOH • H-D-Tyr-Gly-Arg-pNA, 2AcOH • H- 
D-CHA-G ly-Arg-pNA, 2AcOH • H-D-CHT-Gly-Arg-pNA. 

Die in der obigen Liste verwendeten Abkurzungen haben die folgende Bedeutung : 

60 AcOH = Essigsiure 
Ala = Alanyl 
Arg = Arginyl 
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But = a-Aminobutyryl 

CHA = 3-Cyclohexyl-alanyl 

CHT «■ 3-(4-Hydroxycyclohexyl)-alanyl 

Gly = Glycyl 
5 lie = Isoteuoyl 

Leu = Leucyl 

Nleu « Norleucyl 

Nval = Norvalyl 

Phe = Phenylalanyl 
10 Tyr =Tyrosyl 

Val = Valyl 

Die belden Aminosauregruppen, die an die D-Aminosauregruppe angeknupft sind, weisen die L-Form 

auf. 

15 Die oben genannten Tripeptidderivate sind an sich bekannte Verbindungen, in welchen die p- 
Nitrophenylaminogruppe durch eine andere chromogene oder fiuorogene substituierte Aminogruppe, 
z. B. durch eine 1-Carboxy-2-nitro-phenyl-(5)-amino-, 1-Sulfo-2-nitro-phenyH5)-amino, 0-Naphthylamino- 
, 4-Methoxy-p-naphthylamlno-, 5-Nitro-a-naphthylamino-, Chinonyl-(5)-amino-, 8-Nitrochinonyl-(5)-ami- 
no-, 4-Methyt-cumaryl-(7)-amino- oder 1,3-Di(methoxycarbonyl)-phenyl-(5)-amino-gruppe (abgeleitet von 

20 5-Amino-isophthalsdure-dimethylester) ersetzt sein kann. 

Zur Durchfuhrung des erflndu ngsge masse n Verfahrens kann man wie folgt vorgehen. 
Man mischt das Citratplasma, dessen Gehalt an Faktor XII bestimmt werden soli, mit einem 
wassrigen, Kephalln und Ellags§ure enthaltenden Praparat, 2. B. Actin® (Firma DADE, Miami, USA) Oder 
Cephotest® (Firma Nyegaard & Co. As, Oslo, Norwegen) und inkublert die Mischung w£hrend elnlger 

25 Minuten, vorzugsweise 4 Minuten, bel tiefer Temperatur, vorzugsweise 0 °C, urn den Faktor XII in Faktor 
Xlla uberzufuhren. Das Arbeiten bel tiefen Temperaturen ist wichtig, urn die Bildung von Enzymkomple- 
xen mlt dem Plasmainhibftor a 2 -Makroglobulin zu unterdrucken, well diese Komplexe die als Substrate 
verwendeten Tripeptidderivate enzymatisch spalten konnten, allerdings mit kleineren Geschwindigkeiten 
als die entsprechenden freien Enzyme. Ein aliquoter Teil des erhaltenen Aktivlerungsgemisches wird 

30 dann elnem Testsystem zugesetzt, welches durch Mlschen elnes Puffers, z. B. Trisimidazolpuffer, der ein 
pH von 7,4 bis 8,0, vorzugsweise 7,7, und eine lonenstarke von 0,025 bis 0,2, vorzugsweise 0,05, aufweist 
und Sojabohnentrypsininhibitor enthalt, mit einer wassrigen Losung eines der oben definierten 
Tripeptidderivate und einer wassrigen Losung des Aktivators (Actin Oder Cephotest) und PrSlnkubation 
wahrend einiger Minuten bei der Temperatur, bei welcher die Spaltung des Tripeptidderivates gemessen 

35 werden soli, hergestellt worden ist. Man misst nun die pro Zeitelnheit freigesetzte Menge des farbigen 
Oder fluoreszierenden Spaltproduktes durch photometrische, spektrophotometrische oder fluoreszenz- 
spektrophotometrische Methoden. Wenn das Spaltprodukt p-Nitroanilin ist, wird die Messung vorzugs- 
weise bei 405 nm durchgefuhrt. 

Der Im Testsystem enthaltene Sojabohnentrypsininhibitor hat die Funktlon, das bei der Aktivierung 

40 von Faktor XII zu Faktor Xlla gleichzeitig aktivierte Plasmakaliikrein selektiv zu hemmen, urn dessen 
enzymatische Wirkung auf das als Substrat verwendete Tripeptidderivat zu unterblnden. Andererselts Obt 
Sojabohnentrypsininhibitor auf Faktor Xlla keine hemmende Wirkung aus. 

Die erfindungsgemasse Bestimmungsmethode bringt gegenOber der bekannten alteren 
Bestlmmungsmethode mehrere Vorteile mit sich, insofern als sie eine direkte Bestimmung des Faktors XII 

45 uber den aktivierten Faktor Xlla ermdgllcht, dessen enzymatische Aktlvitat mlttels der oben definierten 
Tripeptidderivate in einer einzigen Stufe ermittelt werden kann. Bei der dlteren Methode wurde die 
Aktivitat des Faktors Xlla indirekt mlttels der Gerlnnungszeit gemessen. Die Gerinnung findet erst statt, 
nachdem die durch Faktor Xlla ausgeldste vollstdndige endogene Gerinnungskaskade durchlaufen ist 
Urn vergleichbare Messwerte zu erhalten, ist man gezwungen, Hageman-Faktor-Mangelplasma zu 

50 verwenden, welches dazu dient, den Einfluss des Faktors Xtla auf die Gerinnungszeit zu ermrtteln und zu 
diesem Zweck Eichkurven aufzustellen. Die altere Methode, bel welcher das Endmessresultat erst nach 
Ablauf komplizierter ineinandergreifender enzymatischer Prozesse erhalten wird. ist mit zahlreichen 
unkontrollierbaren Fehlerquellen behaftet und ist demgemass ungenau. Es ist dusserst schwierig, ein 
Mangelplasma zu erhalten, das vdllig frei von Faktor XII ist. Die heutlge Tendenz in klinischen 

55 Laboratorien geht dahin, automatische Analysengerite zu verwenden, mit welchen Analysen schnell und 
genau mrt einem Minimum an personellem Aufwand durchgefuhrt werden konnen. Die erfindungsge- 
masse Bestimmungsmethode eignet sich in hervorragender Weise fur solche automat ischen Analysenge- 
rate, wahrend die altere Methode nur durch geschurtes~Laborpersonal manuell in zeitraubender Weise 
semiquantitativ durchgefuhrt werden kann. 

60 Das erfindungsgemasse Verfahren kann in der im nachfolgenden Beispiel beschriebenen Weise 
durchgefuhrt werden. 

Beispiel 

$s Ein Testsystem, bestehend aus 0,75 ml Trlsimldazot-Puffer mit pH 7,7 und lonenstarke 0,05, welcher 
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0,1 mg Sojabohnentrypsinlnhibltor pro ml enthalt, 0,25 ml 2 x 10~ 3 molarer wassriger Losung von 
2AcOH • H-D-Leu-Gly-Arg-pNA und 0,20 ml wassrigem aktlvlertem Cephaloplastinreagens (Actin® der 
Firma DADE, Miami, USA), wird wahrend 4 Minuten bei 37 °C prainkubiert. Dem Prfiinkubat wird 0.05 ml 
eines Inkubats zugesetzt, welches durch Mischen von 0,1 ml normalem Citratptasma und 0,2 ml 

5 wassrigem aktiviertem Cephaloplastinreagens und Inkubation wahrend 4 Minuten bei 0°C erhalten 
worden ist. Nach dem Mischen der beiden Komponenten wird die Menge des durch Faktor Xlla 
freigesetzten p-Nitroanilins bei 405 nm spektrophotometrisch wahrend 5 Minuten kontinuierlich ge- 
messen. Aus der Zunahme der optischen Dichte pro Minute wird die AktivitSt des Faktors Xlla in 
Enzymeinheiten pro ml Plasma berechnet. 

10 Nach dieser Methode werden in Normalplasma durchschnittlich 0,15 bis 0,30 Enzymeinheiten Faktor 
Xlla pro ml bestimmt. Da 1 Molekul Faktor XII bei der Aktivlerung 1 Molekul Faktor Xlla liefert, sind die fur 
Faktor Xlla ermittelten Werte gleichzeitlg ein Mass fur die ursprunglich im Plasma vorhandene Menge an 
Faktor XII. 

15 

Patentanspruche 

1. Verfahren zur quantitativen Bestimmung des Blutgerinnungsfaktors XII In Humanplasma, dadurch 
gekennzeichnet, dass man das Plasma mit einem Aktivator behandelt, urn den Im Plasma enthaltenen 
20 Faktor XII in Faktor Xlla umzuwandeln, den letzteren mit einem Trlpeptidderivat der Formel 

H-D-NH-CH-CO-Gly-L-Arg-R 1 



25 

in welcher R 1 eine enzymatisch abspaltbare chromogene Oder fluorogene substituierte Aminogruppe 
und R 2 einen geradkettigen Oder verzweigten Alkylrest mit 1 bis 4 Kohlenstoffatomen Oder einen Benzyl-, 
p-Hydroxybenzyl-, Cyclohexylmethyl- Oder 4-Hydroxycyclohexylmethyl-Rest darstellen, Oder einem Salz 
davon mit einer organischen Sfiure Oder Miheralsaure zur Reaktion brlngt und die Menge des durch 
30 Faktor Xlla enzymatisch aus dem Trlpeptidderivat freigesetzten farbigen Oder fluoreszierenden Spaltpro- 
duktes R'H photometrisch, spektrophotometrisch oder fluoreszenzspektrophotometrisch misst. 

2. Verfahren nach Patentanspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dass man als Aktivator ein Kephalin 
und Ellagsaure enthaltendes Praparat oder Kaolin verwendet. 

3. Verfahren nach Patentanspruch 1 und 2, dadurch gekennzeichnet, dass die Umsetzung des 
35 Faktors Xlla mit dem Tripeptidderivat in Gegenwart von Sojabohnentrypsinlnhibltor durchgefOhrt wird. 

4. Verfahren nach Patentanspruch 1 bis 3, dadurch gekennzeichnet, dass die Umsetzung in einem 
Puffersystem bei pH von 7,4 bis 8,0 und bei einer lonenstfirke von 0,025 bis 0,2 durchgefuhrt wird. 

5. Verfahren nach Patentanspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dass die Aktivierung des Faktors XII 
bei 0°C durchgefOhrt wird. 

40 6. Verfahren nach Patentanspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dass R 1 eine p-Nltrophenylamfno-, 1- 
Carboxy-2-nitro-phenyK5)-amino-, 1 -Sulf o-2-nftro-phenyl-(5>-amino-, p-Naphthylamino-, 4-Methoxy-0- 
naphthylamlno-, 5-Nitro-a-naphthylamino, Chinonyl-(5)-amino, 8-Nttro-chinonyl-(5)-amino-, 4-Methyl-cu- 
maryl-(7)-amino- oder 1,3-Di(methoxycarbonyl)-phenyl-(5)-amlno^ruppe (abgeleitet von 5-Amino-lsopht- 
halsaure-dimethylester) darstellt. 

45 

Claims 

1. Method for quantitatively assaying blood coagulation factor XII in human plasma, characterized by 
50 treating plasma with an activator to convert factor XII present in the plasma Into factor Xlla, reacting the 

latter with a trlpeptide derivative of formula 

H-D-NH-CH-CO-Gly-L-Arg-R 1 

wherein R 1 represents a chromogenic or fluorogenic substituted amino group capable of being split off 
enzymatlcally, R 2 represents a straight chain or branched alky! radical having 1 to 4 carbon atoms or a 
60 benzyl, p-hydroxybenzyl, cyclohexylmethyl or 4-hydroxycyclohexylmethyl radical, or a salt thereof with an 
organic acid or a mineral acid, and measuring the quantity of coloured or fluorescent split product R^ 
released enzymatically by factor Xlla from the trlpeptide derivative by photometric, spectrophotometric or 
fluorescence-spectrophotometric methods. 

2. Method according to claim 1, characterized by using a preparation containing cephalin and ellagic 
65 acid, or kaolin, as the activator. 
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3. Method according to claims 1 and 2, characterized by carrying out the reaction of factor Xlla with 
the tripeptide derivative in the presence of soybean trypsin inhibitor. 

4. Method according to claims 1 to 3, characterized by carrying out the reaction in a buffer system at 
pH 7.4 to 8.0 and an ionic strength of 0.025 to 0.2. 

5 5 Method according to claim 1, characterized by carrying out the activation of factor XII at 0°c. 
6 Method according to claim 1 , characterized by the fact that R 1 represents a p-nitrophenylamino, 1- 
carboxy-2-nitrophenyl-(5)-amino, 1-sulfo-2-nitro-phenyl-(5)-amino, p-naphthylamlno, 4-methoxy-p- 
naphthylamino, 5-nitro-a-naphthylamino, quinonyl-(5)-amino, 8-nitro-quinonyl-(5)-amino. 4-methyl- 
coumaryl-(7)-amino or 1 ( 3-di(methoxycarbonyl)-phenyl-(5)-amino group (derived from dimethyl 5-amino- 

10 isophthalate). 



Revendlcatlons 



15 1 Procede pour le dosage quantitatif du facteur de coagulation sanguine XII dans le plasma humain, 
caracterise en ce que Ton traite le plasma avec un activateur pour transformer le facteur XII contenu dans 
le plasma en facteur Xlla, qu'on fait reagir ce dernier avec un d6riv6 tripeptidique de formule 



20 



H-D-NH-CH-CO-Gly-L-Arg-R 1 
R 2 



dans laquelle R 1 represente un groupe amino substitue, chromogene ou fluorogene, dissociable par voie 
25 enzymatique, et R 2 represente un radical alky! lineaire ou ramifie possedant 1 a 4 atomes de carbone ou 
un radical benzyl, p-hydroxybenzyl, cyclohexylmethyl ou 4-hydroxycyclohexylmethyl, ou avec un de ses 
sels avec un acide organique ou mineral, et qu'on mesure, par photometric, spectrophotometne ou 
spectrophotometrie de fluorescence, la quanta de produit de scission R 1 H colore ou fluorescent forme 
par Taction enzymatique du facteur Xlla sur le derive tripeptidique. 
30 2. Procede selon la revendication 1, caracterise par ('utilisation d'une preparation contenant une 
cephaline et de I'acide ellagique, ou de kaolin, comme activateur, 

3. Procede selon les revendications 1 et 2, caracterise en ce que la reaction du facteur Xlla avec le 
d6rive tripeptidique est effectuee en presence d'inhibiteur de trypsine de soja. 

4. Proc6de selon les revendications 1 a 3, caract6rls6 en ce que la reaction est effectuee dans un 
35 systeme tampon a un pH de 7,4 a 8,0 et une intensity ionique de 0,025 a 0,2. 

5. Procede selon la revendication 1, caracterise en ce que I'activation du facteur XII est effectuee a 

o°c 

6. Procede selon la revendication 1, caract6rise en ce que R 1 represente un groupe p-nitrophenyla- 
mino. 1-carboxy-2-nitro-phenyl-(5)-amino, 1-sulfo-2-nitro-phenyl-(5)-amino f p-naphtylamino, 4-m6thoxy- 

40 B-naphtylamino, 5-nitro-a-naphtylamino, quinonyl-(5)-amino, 8-nitro-quinonyH5)-amino, 4-m6thyl-cou- 
maryl-(7)-amino ou 1,3-di(m6thoxycarbonyl)-phenyl-(5).amino (derive du 5-amino-isophtalate dimethyli- 
que). 
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